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摘要 :【 目 的] 本 研究 旨 在 克隆 鉴定 意大利 蜜蜂 hpis mellifera ligustica 铁 蛋 和 白 基因 AmFer3 HCH , X4 
其 在 意大利 蜜蜂 应 对 温度 胁迫 时 的 组 织 表达 变化 ,探讨 铁 蛋 白 AmFer3HCH 在 蜜蜂 应 对 环境 温度 
胁迫 中 的 作用 。【 方 法 】PCR 扩 增 意大利 蜜蜂 铁 蛋 白 基 因 AmFer3 HCH 的 cDNA 序列 ,并 对 其 编码 
和 氨基酸 序列 进行 生物 信息 学 鉴定 ;实时 定量 PCR 分 析 该 基因 在 不 同 温度 (40% 和 5% ) 胁迫 下 的 意 
大 利 蜜蜂 工蜂 成 虫 胸 、 中 肠 和 脂肪 体 中 的 表达 变化 。【 结 果 】PCR 扩 增 获得 意大利 蜜蜂 铁 蛋 白 基因 
AmFer3 HCH ,cDNA 片段 大 小 为 507 bp ,其 核 兰 酸 序列 与 GenBank 意大利 蜜蜂 基因 组 数据 库 中 的 铁 
蛋白 基因 Fer3HCH ( GenBank 登录 号 : GB55416 ) 的 完全 一 致 ,确认 为 AmFer3 HCH 基因 序列 。 
AmFer3HCH 鉴定 为 重 链 型 铁 蛋 白 , 在 系统 进化 上 聚 类 于 重 链 型 铁 蛋 和 白 分 支 ,其 氨基 酸 序列 具有 重 
链 型 铁 蛋 白 特 有 的 Fe 氧化 酶 活性 中 心 , 含 有 铁 蛋 白 家 族 成 员 所 共有 的 水 合 氧化 铁 成 核 中 心 和 铁 
离子 通道 。 实 时 定量 PCR 分 析 显 示 , 与 对 照 组 相 比 在 短 时 高 温 (40%C ,0 ~48 h) 胁迫 过 程 中 ， 
AmFer3 HCH 在 意大利 蜜蜂 工蜂 成 虫 胸 、 中 肠 和 脂肪 体 中 的 表达 水 平整 体 呈 先 上 升 .后 下 降 再 上 升 
的 趋势 ;在 低温 (5%C , 0 ~6 h) 胁迫 处 理 过 程 中 ,中 肠 和 脂肪 体 中 AmFer3HCH 基因 的 表达 量 呈 先 上 
升 后 下 降 趋 势 , 而 在 胸中 表达 量 逐 渐 下 降 。【 结 论 】 意 大 利 蜜蜂 铁 蛋 白 AmFer3HCH 为 重 链 型 铁 蛋 
白 ,在 意大利 蜜蜂 对 极端 温度 胁迫 的 应 答 中 扮演 了 重要 的 角色 。 
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Cloning of ferritin gene AmFer3HCH and its response to temperature 











stress in the Italian honeybee, Apis mellifera ligustica ( Hymenoptera: 
Apidae) 

MA Rong-Qin, WANG Lin-Ling, HENG Hui, ZHOU Ze-Yang, LI Zhi" ( College of Life Sciences, 
Chongqing Normal University, Chongqing 401331 , China) 

Abstract: [ Aim] This study aims to clone and identify the ferritin gene AmFer3 HCH from Apis mellifera 
ligustica, to analyze its tissue expression changes in response to temperature stress, and to explore the 
role of ferritin in encountering the extreme temperature stress. [ Methods] The cDNA sequence of 
AmFer3HCH gene was amplified from A. m. ligustica by PCR, and its amino acid sequence was 
identified by bioinformatic tools. The expression levels of this gene in the thorax, midgut, and fat body of 


A. m. ligustica worker adults under temperature stress (40°C and 5°C) were detected by real-time 
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quantitative PCR. [Results] A ferritin gene named AmFer3 HCH was cloned from A. m. ligustica by PCR 
and its cDNA fragment is 507 bp in length. Its nucleotide sequence has 100% identity to that of the 
Fer3HCH gene ( GenBank accession no. : GB55416) in A. m. ligustica genome in GenBank database. 
AmFer3HCH was identified as a ferritin heavy-chain subunit and clustered in one phyletic clade with 
other heavy-chain ferritins. The amino acid sequence of AmFer3HCH has a typical ferroxidase activity 
center, ferrihydrite nucleation center and iron channel as in most ferritin family members. Real-time 
quantitative PCR analysis showed that the expression levels of AmFer3 HCH in the thorax, midgut and fat 
body of A. m. ligustica worker adults after brief exposure to high temperature stress (40°C for 0 -48 h) 
presented a tendency of upregulation first, then downregulation and upregulation again as compared to the 
control group. However, after the adults were exposed to brief low temperature stress (5*C for 0 -6 h), 
the expression level of AmFer3 HCH was up-regulated first, and then down-regulated in the midgut and fat 
body, but showed a falling tendency in the thorax. [ Conclusion] AmFer3HCH is a heavy-chain ferritin 


and plays an important role in response to extreme temperature stress in A. m. ligustica. 


Key words: Apis mellifera ligustica; ferritin; gene cloning; temperature stress; expression analysis 


铁 是 大 多 数 生物 生长 和 生存 所 必需 的 微量 元 
素 ,在 机 体 的 生长 ,分 化 运输、 储存 氧 、 能 量 产生 、 细 
胞 周期 和 DNA. 合成 等 过 程 中 起 着 关键 作用 (Theil， 
1987)。 生 物 有 机 体 通 过 细胞 铁 蛋 白 对 铁 离 子 的 结 
合 . 吸 收 \ 运 输 、 储 存 、 供 给 ,以 调节 机 体内 铁 元 素 的 
供需 平衡 。 铁 蛋白 为 24 个 亚 基 组 成 的 空心 球 壳 状 
复合 体 , 据 其 构成 亚 单元 类 型 可 分 为 重 链 型 ( H) .中 
链 型 (M) 和 轻 链 型 (L) 铁 蛋白 。H 型 铁 和 蛋白 含 一 个 
由 7 个 保守 氨基 酸 残 基 组 成 的 Fe^* 氧化 酶 活性 中 
心 ,负责 将 Fe 氧化 成 Fe 而 存储 起 来 ( Hamburger 
et al., 2005) ; M 型 铁 蛋 白 除 具有 亚 铁 氧 化 酶 活性 位 
点 之 外 ,还 隐藏 有 能 形成 空心 球状 铁 蛋 白 的 特异 结 
$4] ( Theil, 1987; Arosio et al., 2009) ;L 型 铁 蛋 白 虽 
不 含 铁 氧化 中 心 ,但 其 蛋白 空 腔 中 的 酸性 氨基 酸 残 
基 能 诱导 铁 的 水 解 和 生物 矿 化 (Theil，1987; 
Hamburger et al., 2005) 。 通 常 而 言 , 低 等 脊椎 动物 
的 铁 蛋 白 主要 以 M 型 为 主 , 而 高 等 真 核 生物 则 主要 
Jy H AIFI L 78 ( Arosio et al., 2009; Alkhateeb and 
Connor, 2010) ,其 中 昆虫 的 铁 和 蛋白 多 以 瓦 型 和 L 型 
亚 单元 存在 。 铁 蛋白 除了 按 亚 单元 类 型 划分 外 ,还 
可 据 其 功能 和 和 蛋白质 的 亚 细 胞 定位 分 为 细胞 质 、 血 
清 / 血 淋 巴 和 线粒体 型 铁 和 蛋白 ( 游 小 林 等 ,2017 ) 。 
与 脊椎 动物 和 植物 相 比 ,昆虫 铁 和 蛋白 基因 的 独特 之 
处 在 于 其 还 存在 有 编码 信号 肽 的 分 泌 型 铁 蛋 白 ,该 
分 泌 型 蛋白 负责 将 铁 元 素 通过 液 泡 系统 和 血 淋 巴 循 
环 输 送 到 昆虫 全 身 各 组 织 (Gilbert and. Wilkinson, 
1975; Krishnan and Sehnal, 2006) 。 当 铁 蛋 白 携带 
的 铁 离子 到 达 各 组 织 细胞 后 ,在 溶 酶 体 降解 铁 蛋 白 
或 溶 酶 体 自 哈 过 程 中 被 释放 ,参与 昆虫 应 对 因 机 体 





































































































内 外 环境 理化 因子 改变 所 致 的 氧化 胁迫 ( Geiser et 
al., 2003 ; Missirlis et al., 2007) ,以 及 对 病原 感染 胁 
迫 的 免疫 抵抗 过 程 的 调节 (Paskewitz and Shi, 2005 ; 
Altincicek et al., 2008) , 

昆虫 属 变温 动物 ,调节 体温 的 能 力 较 差 。 高 热 
和 寒冷 是 变温 动物 昆虫 经 常 面临 的 挑战 ,过 高 或 过 
低 的 环境 温度 将 严重 影响 昆虫 的 生长 .发 育 .生殖 其 
至 存活 (Dunkov et al., 2002; 孙 雪 华 等 , 2012; 秦 明 
等 , 2017) 。 为 了 抵抗 温度 胁迫 ,昆虫 进化 出 多 种 策 
略 以 获得 恶劣 温度 环境 中 生存 的 最 大 适合 度 。 例 
如 , 果 蝇 等 诸多 昆虫 能 显著 诱导 提高 抗 热 相 关 的 热 
激 蛋 白 HSP60 (Sharma et al., 2006; ^k pe ME SE, 
2017) , Hsp70 ( McColl et al., 1996; Dahlgaard et al., 
1998) , Hsp90 ( Ji Æ iB, 2015) .hsr-omega 基因 编码 
Æ H (McColl and McKechnie, 1999) 和 热 激 转 录 
子 (Sharma et al., 2006) RIK. R TAMER, 
虫 还 通过 调节 增加 体内 其 他 一 些 基因 的 表达 或 生化 
因子 的 含量 来 应 对 高 温 的 胁迫 影响 。 例 如 ,山地 甲 
Hi Chrysomela aeneicollis 体内 磷酸 葡萄 糖 异 构 酶 的 
基因 型 会 影响 热 激 蛋白 的 表达 速度 和 表达 量 
( Dahlhoff et al., 2000, 2007; Rank et al., 2007) ; 烟 
蚜 Myzus persicae 能 通过 提高 过 氧化 氢 酶 (CAT) 、 超 
氧化 物 靶 化 酶 (SOD) 和 过 氧化 物 酶 (POD ) 等 抗 氧 
化 酶 的 活力 来 应 对 环境 高 温 造成 的 氧化 胁迫 ,从 而 
抵御 高 温 胁迫 的 危害 ( 范 秀 娟 ,2015 ) ; HR PHEOER RI 
Bemisia argemt 达 应 可 以 增加 体内 山梨 醇 含 量 ,从 而 
提高 耐 热 性 (Winzerling et al., 1995) 。 除 了 抵御 高 
温 胁迫 ,昆虫 在 面 对 低 温 胁迫 时 也 同样 在 分 子 和 生 
化 水 平 上 进化 出 了 相应 的 保护 机 制 。 例 如 , - 5C 和 
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0% 低温 处 理 药材 甲 Stegobium paniceum. 成 虫 ,其 体 
内 热 激 蛋白 基因 SpHsp60 的 表达 量 显著 上 调 ( 朱 晓 
MESE, 2017); R$ Diaphania pyloalis 幼虫 在 抗 寒 越 
冬 过 程 中 ,其 体内 海藻 糖 . 果 糖 .甘露 醇 山 梨 醇 含量 
在 血 淋 巴 内 显著 上 升 ( 陈 永 杰 等 , 2005 ) ; KEER 
冷 冬 季 来 临时 会 降低 体内 自由 水 含量 ( 程 尚 等 ， 
2009) ,积累 脂肪 (和 常 志 光 等 , 2008; 郭 东 峰 , 2013) 、 
氨基 酸 ( 梁 中 贵 等 ,2003 ) 海藻 糖 和 山梨 醇 ( 韩 瑞 
东 等 , 2005) 等 小 分 子 耐 寒 物 质 ,继而 提高 耐寒 力 。 
近年 来 ,有 关 铁 蛋白 在 昆虫 抗 氧化 和 抗 病原 胁迫 中 
的 功能 研究 越 来 越 受 到 关注 。 大 量 研 究 已 证 实 , 铁 
蛋白 可 以 结合 并 储存 铁 离 子 以 调节 机 体 铁 代 谢 平 
衡 , 参 与 大 量 细 胞 进程 (Andrews,，2008; Arosio et 
al., 2009) ,尤其 在 抵抗 氧化 胁迫 .参与 免疫 应 答 等 
方面 发 挥 着 重要 作用 ( Hamburger et al., 2005) 。 然 
而 ,有 关 铁 蛋白 在 昆虫 应 对 环境 温度 胁迫 中 的 作用 
研究 目前 还 未 见 任何 报道 。 

蜜蜂 作为 传 花 授粉 的 重要 经 济 和 社会 性 昆虫 ， 
一 直 受 到 研究 者 的 广泛 关注 。 面 对 夏季 高 温和 越冬 
严寒 的 胁迫 ,蜜蜂 通常 能 通过 调节 代谢 以 获得 最 佳 
生存 适合 度 。 铁 代谢 在 昆虫 生理 活动 中 具有 非常 
要 的 作用 ,大 量 研究 已 发 现 铁 蛋 白 能 通过 调节 铁 代 
谢 平衡 来 帮助 昆虫 耐 受 细胞 氧化 和 病原 人 侵 所 带 来 
胁迫 。 是 否 铁 蛋白 在 意大利 蜜蜂 Apis mellifera 
ligustica 应 对 极端 温度 胁迫 中 也 发 挥 着 重要 的 作用 
还 未 见 任何 报道 。 基 于 此 ,本 研究 以 意大利 蜜蜂 铁 
蛋白 基因 AmFer3HCH 为 研究 对 象 ,对 其 进行 基因 克 
隆 和 生物 信息 学 鉴定 ,荧光 定量 PCR 分 析 其 在 不 同 
温度 胁迫 下 意大利 蜜蜂 体内 组 织 中 的 表达 变化 , 首 



























































































































































次 在 该 领域 探讨 了 铁 和 蛋白 在 昆虫 应 对 环境 温度 胁迫 
中 的 作用 ,研究 结果 为 阐明 意大利 蜜蜂 应 对 极端 温 
度 胁 迫 的 调节 机 制 提供 了 新 的 资料 。 











1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆 虫 和 试剂 
供 试 意大利 蜜蜂 工蜂 由 重庆 师范 大 学 病原 微 生 
物 与 资源 昆虫 实验 室 饲养 (室内 保持 干燥 通风 , 温 
BE 25Y ,相对 湿度 50% ~60% ) 。 

实验 用 Trizol, 30 2x , RNase-free Ej 4» 4e , RNase- 
free 枪 头 、 RUDI SPI EZ, DEPC 水 、75% RNase-free 
乙醇 .ExTad 聚合 酶 、PrintScript™ II 1st Strand cDNA 
Synthesis Kit 反 转 录 试 剂 合 和 SYBR Green. qPCR 
Master Mix-SYBR Advantage 等 均 购 自 TaKaRa 公司 。 
1.2 意大利 蜜蜂 铁 蛋 白 基 因 ORF 的 克隆 

根据 NCBI 中 AmFer3HCH ( GenBank 登录 号 : 
GB55416) 基因 序列 的 ORF 序列 ,用 Primer Premier 
5.0 软件 设计 引物 ( 表 1) ,由 上 海 生 工 生物 技术 有 
限 公司 合成 。 取 正常 饲养 的 意大利 蜜蜂 工蜂 成 虫 采 
用 Trizol 法 提取 RNA, HH MMLV-RT 逆转 录 酶 和 
Oligo-dT 引物 合成 cDNA。 并 反 转 录 合 成 cDNA , 进 
行 PCR 扩 增 ,反应 体系 : ExTaq 酶 12 pL, 上 下 游 引物 
(0.2 jumol/L) 4& 1 pL,cDNA 模板 (100 ng/uL) 1 uL, 
ddH,O 补充 至 25 pL。 反 应 程序 : 94% 预 变 性 5 min; 
94% 变 性 40 s, 58.1% 退火 40 s, 72% 延伸 1 min, 
共 35 个 循环 。PCR 产物 经 胶 回 收 和 双 酶 切 后 连接 
到 pET30 表达 载体 ,转化 到 大 肠 埃 希 菌 Escherichia 
coli DH5o 感受 态 细胞 中 ,挑选 阳性 菌株 测序 。 

































































R1 引物 列表 
Table1 Primer list 
引物 引物 序列 (5' -3 ) 引物 用 途 

Primers Primer sequences Use of primers 
AmFer3HCHF GCGCGAATTCATGAATCTAGTTAGACAAAA cDNA 克隆 
AmFei3HCHR GCGCGAGCTCTTCTCTAAGCTCCTGATCGA cDNA cloning 
Fer3 HCHqF CTCTTGTCGCTATGACGGAA 
Fer3 HCHqR CCATCGCCAACTCTTTCTAAT 实时 定量 PCR 
ActinF TGCCAACACTGTCCTTTCTG qPCR 
ActinR AGAATTGACCCACCAATCCA 


1.3 意大利 蜜蜂 铁 蛋 白 氨 基 酸 序列 特征 分 析 

本 研究 中 意大利 蜜蜂 基因 组 数据 Amel_4. 5 
(GCF_000002195. 4) 和 意大利 蜜蜂 AmFer3HCH 基 
El (GenBank 登录 号 : GB55416) 下 载 于 NCBI 的 意 











大 利 蜜蜂 基因 组 数据 库 。 聚 类 分 析 和 多 重 序 列 比 对 
中 所 用 其 他 物种 的 铁 和 蛋白 Ferritin 序列 均 下 载 自 
GenBank 数据 库 。 铁 蛋白 AmFer3HCH 的 序列 特征 
分 析 分 别 通过 ExPASy 在 线 预 测 蛋 白质 的 分 子 质 量 
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和 等 电 点 ,SignalP 3. 0 在 线 预测 信号 肽 , TMHMM 
2.0 在 线 预测 跨 膜 域 ,SIREs Web Server 2.0 在 线 预 
测 分 析 铁 反应 元 件 ,PFAM 在 线 预测 蛋白 质 功能 域 ， 
NetNGlyc 在 线 预 测 糖 基 化 位 点 ,SOPMA 在 线 预 测 分 
析 和 蛋白 质 的 二 级 结构 ,Phyer2 在 线 预 测 分 析 和 蛋白 质 
的 三 级 结构 ,STRING 在 基因 组 中 预测 相互 作用 靶 
蛋白 。 
1.4 ”意大利 蜜蜂 铁 蛋 白 系 统 进化 树 构建 

采用 BLAST 和 ClustalX (http: // www. clustal. 
org/) 程序 对 意大利 蜜蜂 铁 和 蛋白 氨基 酸 序列 以 及 选 
取 的 NCBI 数据 库 中 具有 典型 重 链 .中 链 、 轻 链 结构 
的 其 他 物种 Ferritin 蛋白 序 进行 氨基 酸 序列 多 重 比 
对 和 同 源 性 分 析 。 比 对 的 结果 通过 MEGA 6.0 软件 
采用 邻接 (NJ) 法 构建 系统 进化 树 。 自 举 检验 采用 
1 000 次 重复 ,其 他 参数 取 默 认 值 。 
1.5 温度 胁迫 处 理 

依据 重庆 市 区 近 5 年 气温 数据 (2013 - 2017 年 
极端 最 高 气温 分 别 为 43.5, 43.2, 39.9, 41.5 和 
43.5% ; 2013 -2017 年 极端 最 低 气温 分 别 为 -6.1， 
-5, -4.4, -4.3 和 -4%C)( 重 庆 市 气候 公报 
2013 -2017 ,重庆 市 气象 局 ) ,本 研究 设计 将 意大利 
蜜蜂 工蜂 成 虫 (每 框 200 头 ) 分 别 置 于 5% 低温 下 处 
理 6h( 每 2 h 取样 一 次 ) 和 40% 高温 下 处 理 48 h 
(分 别 于 6, 12, 24 和 48 h 取样 ) ,以 25 恒温 饲养 
为 对 照 。 
1.6 意大利 蜜蜂 工蜂 成 虫 不 同 组 织 的 取材 及 RNA 
提取 

为 了 分 析 意 大 利 蜜蜂 铁 蛋 白 基 因 在 不 同 温度 胁 
迫 后 意大利 蜜蜂 工蜂 成 虫 主要 组 织 中 的 转录 表达 人情 
况 , 本 研究 对 1.5 节 不 同 温度 处 理 后 的 工蜂 成 虫 胸 、 
中 肠 和 脂肪 体 组 织 进 行 取材 :(1) 使 用 昆虫 针 将 工 
蜂 成 虫 国定 在 泡沫 板 上 ,用 剪刀 去 除 翅 ; (2 ) f FUE 
子 拉 出 蜜蜂 肠 道 组 织 ,浸泡 于 DEPC 水 中 ,并 分 离 出 
中 肠 ;(3) 剖 开 乃 部 ,用 儿子 剥离 收集 脂肪 体 组织 ; 
(4) 切除 头 部 组 织 并 收集 胸 ;(5) 依 次 从 5 3E REA 
类 收集 各 组 织 材料 于 RNase-free 离心 管 中 作 为 一 个 
生物 学 重复 ,迅速 冷冻 于 液 氮 中 ,之 后 于 -80Y 保 
存 。 整 个 操作 过 程 于 低温 环境 进行 ,操作 迅速 ,防止 
RNA 降解 。 

采用 Trizol 法 提取 意大利 蜜蜂 工蜂 成 虫 中 肠 、 
肪 体 以 及 胸部 组 织 的 总 RNA ,测定 RNA 的 浓度 ， 
并 通过 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析 RNA 质量 。 利 用 
反 转 录 试 剂 盒 , 以 总 RNA 为 模板 ,MMLV-RT 逆转 录 
酶 和 Oligo-dT 引物 合成 cDNA。 





























































































































1.7 实时 定量 PCR 分 析 

以 1.6 节 合成 的 各 组 意大利 蜜蜂 工蜂 成 虫 中 
Wa .脂肪 体 .胸部 组 织 cDNA 为 模板 , Actin 基因 为 内 
参 , 进 行 亚 光 定 量 PCR 分 析 。 反 应 体系 : SYBR 
Premix Ex Taq 10 pkL， 上 下 游 引物 (0.2 nmolL) 各 
1 pL, 模板 (100 ng/uL) 1 uL, ddH,O 补充 至 20 
pL, PCR 程序 分 为 两 步 : 第 一 步 为 扩 增 程序 : 950C 
预 变性 30 s; 95% 变性 15 s, 60% 退火 30 s, 68% 延 
伸 30 s, 共 40 个 循环 。 第 二 步 为 溶解 曲线 分 析 : 
95% 变性 15 s，60% 3E X 30 s, 68% 延伸 30 s, F 
20 min。 整 个 反应 程序 在 葡 光 定量 PCR 仪 上 进行 ， 
采用 SYBR Premix Ex Taq™ (Tli RNaseH Plus) , ROX 
Plus 试剂 盒 (TaKkaRa ) , 按照 说 明 书 进行 操作 。 以 
2 “全 法 计算 各 组 织 中 意大利 蜜蜂 铁 蛋 白 基 因 的 相 
对 表达 水 平 。 
1.8 数据 分 析 

实验 数据 的 统计 学 分 析 用 SPSS 12.0 软件 , 采 
用 1 检验 ,显著 性 水 平 规定 为 P<0.05。 实 验 数 据 
均 表 示 为 平均 值 上 标准 误 (mean + SE) ;所 有 定量 分 
析 均 设 3 个 生物 学 重复 ,每 个 生物 学 重复 设置 3 个 
技术 重复 。 









































2 结果 


2.1 意大利 蜜蜂 AmFer3HCH 基因 的 克隆 和 序列 
鉴定 
以 意大利 蜜蜂 工蜂 成 虫 cDNA 为 模板 通过 PCR 























扩 增 AmFer3 HCH 基因 ,经 196 球 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 
(图 1) 和 测序 分 析 , cDNA 片段 大 小 为 507 bp, 其 核 
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图 1 意大利 蜜 峰 工蜂 成 贝 AmFer3HCH 基因 的 
PCR 扩 增 产物 
Fig. 1 PCR products of AmFer3HCH gene from 
Apis mellifera ligustica worker adults 
M: DL2000 DNA marker; 1: AmFer3HCH PCR 产物 PCR product of 
AmFer3 HCH. 
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苷 酸 序列 与 GenBank 意大利 蜜蜂 基因 组 数据 库 中 
mJ gk E Fa 3k AmFer3HCH ( GenBank. 登录 号 : 
GB55416) 的 完全 一 致 ,确认 为 AmFer3 HCH 基因 序 
列 ,编码 169 个 氨基 酸 ,预测 分 子 量 约 为 19.75 kD, 
等 电 点 为 4.96。 和 氨基酸 序列 特征 预测 分 析 发 现 ， 
AmFer3 HCH 无 跨 膜 结 构 域 , 也 无 信号 肽 。 

2.2 AmFer3HCH 蛋白 的 高 级 结构 及 互 作 靶 蛋 白 
预测 分 析 

蛋白 质 结构 预 测 分 析 显 示 ( 图 2,3)， 
AmFer3HCH 二 级 结构 由 a- 螺 旋 、 延 伸 链 和 无 规 卷 
曲 组 成 ,无 B- 折 县 单元 。 其 中 ,oa- 螺 旋 比 例 最 高 , 占 
62.88% ,无 规 卷 曲 占 21. 9796 , 延伸 链 占 10. 6196 ， 
未 知 区 域 占 4.55% 。AmFer3HCH 三 级 结构 除了 有 具 
有 大 多 数 铁 蛋 白 的 串联 a- 螺 旋 结构 之 外 ,还 具有 重 
链 型 铁 蛋 白 家 族 成 员 所 特有 的 典型 的 Fe^* 氧化 酶 
活性 中 心 , 以 及 多 数 铁 蛋 白 具 有 的 铁 离子 通道 .水合 
氧化 铁 成 核 中 心 。 

经 STRING 和 蛋白质 相 互 作 用 预测 分 析 ， 
AmFer3HCH 蛋白 可 能 与 RNA 结合 EIF1AD 类 似 蛋 
H (GenBank 登录 号 : GBI5960) 、 超 氧化 物 歧化 酶 
SOD( GenBank 登录 号 : GB19339) , 烷 基 氨 过 氧化 物 
还 原 酶 亚 基 AHP( GenBank 登录 号 : GB15788) 等 10 
个 蛋白 质 存 在 相互 作用 的 关系 。SOD 能 消除 生物 
体 在 新 陈 代 谢 过 程 中 产生 的 有 害 物 质 , 解 除 自 由 基 
氧化 体内 的 某 些 组 成 成 分 而 造成 的 机 体 损 害 。AHP 
具有 消除 过 氧化 氢 和 酚 类 、 胺 类 毒性 的 双重 作用 , 具 
有 解毒 作用 (王峰 ,2001 ) 。 因 此 ,我 们 推测 铁 和 蛋白 
AmFei3HCH 可 能 作为 一 种 保护 剂 与 SOD 和 AHP 
等 共同 作用 抵抗 细胞 毒性 和 氧化 损伤 。 





























图 2 意大利 蜜蜂 AmFer3 HCH 的 结构 模型 预测 
Fig. 2 Predicted structural model of AmFer3HCH 
from Apis mellifera ligustica 
红色 代表 亚 铁 氧 化 酶 活性 中 心 位 点 , 蓝 色 代表 铁 离 子 通道 位 点 ， 
黄色 代表 水 合 氧化 铁 成 核 中 心 位 点 。The site of the ferrooxidase 


activity center is indicated in red，the iron ion channel site is labelled 








in blue, and the ferrihydrite nucleation center site is marked in yellow. 








图 3 意大利 蜜蜂 AmFer3HCH JE 5E FIRE A 85 T8090] 
Fig. 3 Prediction of the target proteins interacting with 
AmFer3HCH from Apis mellifera ligustica 

SOD: 超 氧 化 物 歧 化 酶 Superoxide dismutase; AHP; 烷 基 过 氧化 氨 
还 原 酶 Alkyl hydroperoxide reductase; TPX; 硫 氧 还 蛋白 过 氧化 物 
酶 Thioredoxin peroxidase; RPL19: 核糖 体 和 蛋白 L19 Ribosomal 
protein L19; RLP; RNA 结合 EIFIAD 类 似 蛋 白 RNA-binding 
EIFI AD-like protein; WD40; € WD 重复 的 24 类 似 蛋 白质 WD 
repeat-containing protein 24-like; UP; 未 鉴定 蛋白 Uncharacterized 
protein. 绿 线 代 表 相 近 的 基因 , 紫 线 代 表 实 验 已 证 明 的 基因 , 黑 线 
代表 共 表 达 的 基因 , 黄 线 代 表 从 文本 挖掘 证 据 证 明 的 基因 ; 线 的 
厚度 表示 相互 作用 的 置信 预测 度 。The green line represents similar 


genes, the purple line represents genes that have been tested, the 












































black line represents the co-expression gene, and the yellow line 
represents the gene evidenced from text mining. The thickness of the 


line indicates the confidence level of the interaction. 


2.3 AmFer3HCH 蛋白 的 多 重 序列 比 对 分 析 

NCBI 功能 位 点 搜索 ( Conserved Domain Database ) 
结合 多 重 序 列 同 源 性 比 对 结果 表明 (图 4): 
AmFer3 HCH 蛋白 属于 真 核 生 物 Ferritin 超 家 族 成 员 
之 一 ,该 蛋白 序列 相对 保守 ,具有 铁 蛋 白 的 标志 性 功 
能 单元 即 Fe^* 氧化 酶 活性 中 心 的 7 个 保守 位 点 
(23E, 30Y, 57E, 58E, 61H, 103E, 137Q) 和 构成 
铁 离子 通道 的 3 个 关键 氨基 酸 残 基 (114H, 127D, 
130E) ,以 及 水 合 氧 化 铁 成 核 中 心 的 4 个 保守 位 点 
(53K, 56D, 57E, 60E), 
2.4 意大利 蜜蜂 铁 蛋 白 AmFer3HCH 的 系统 进化 
分 析 

基于 代表 物种 Ferritin 的 氨基 酸 序列 ,对 意大利 
蜜蜂 AmFer3HCH 进行 了 聚 类 分 析 , 结 果 如 图 5 所 
示 : 系 统 进化 上 按 Ferritin 蛋白 的 类 型 ( 重 链 、 中 链 、 
轻 链 ) 的 不 同 而 将 代表 物种 分 别 聚 为 一 文 ,其 中 哺 
乳 动 物 铁 和 蛋白 由 重 链 和 轻 链 组 成 ,缺少 中 链 ,而 鱼 类 
的 则 主要 以 中 链 形式 存在 。 昆 虫 的 重 链 型 铁 和 蛋白 在 
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Oo o 
MusFerHCH — ------Iee-- MTASPSOVRONYHQ - ------------- LS MS CYF DRDDVAL KNF AK YF LHaS KL MKLQNQRG- - - - GRI FLQDI KKPDRDDW 
DmFer1HCH -- - WKLI ASLLLLAVVAQAYGDFKCSLAVPEI TKDWDMKD- - - F LAMGAYFSRDTVNRPGF AE HF F KAA KLVEYLSMRGQLTEGVSDLI NVPTVAKOEW 
DmFer3HCH - MAVCF RDI RRHMCM. VRONF AK- LANAY HF DRSDI SSPGMHRF FL KAS KI NTYMNKRG- - - - GLI I LSSVPQP- LPCF 
HsFerHCH - - MTASTS QVRONYHO- LS NSYYF DRDDVAL KNF AK YF L HOS. KL MKL QNORG- - - - GRI FLODI KKPDCDDW. 
LcFerHCH - - - MSQVRONF HQ LS MAY YF DRDDQAL HNF AK F F RHOS! KL MKL QNORG- - - - GRI FLODVRKPDRDEW 
AaFerHCH -- - - MMAPPS QVRONYHO- - - LS MS YYF DRDDVAL KNF AK YF L HOS. KL MKL QNORG- - - - GRI FLODI KKPDRDDW 
RnFerHCH -- --- MTASPSQVRONYHO - - LS MS CYF DRDDVAL KNF AK YF L HOS. KL MKL QNORG- - - - GRI FLODI KKPDRDDW. 
BtFer1HCH -- ---MTASPSQVRQNYHQ - - LS MS YYF DRDDVAL KNF AK YF L HOS. RLMKLQNORG- - - - GRI FLODI KKPDRDDW. 
EcFerHCH -- --- MTAFPSQVRONYHO - - LS NSF YF DRDDVAL KNF AK YF L HOS. KL MKLONORG- - - - GRI FLODI KKPDODDW. 
ClFerHCH - MTASPS OQVRONYHQ- LS MS YYFDRDDVAL KNF AK YF L HOS. KL MKL QNORG- - - - GRI FLQpI KKPDRDDW. 
TbFerHCH - MES QVRONF HK- - - LS MAY YF DRDDVAL PGF AHF F KOOS! KLLKF QNORG- - - - GRI FLODVKKPDRDEW 
MaFerMCH - -- NDSQ RONYHR- - - TS MAHF F KRDDVAL PGF AK F F KENSE] KF MEFQNKRG- - - - GRI VLODVKKSERDEW 
LcFerMCH -- -- MESQVRQNYHR- - - TS MAF YFSRDDVALPGFSHFFKENSDI KLLSFOQNKRG- - - - GHI FLODI KKPERDEW 
LaFerMCH -- -- MESQVRQNYHR--- ITS MAF YFSRDDVAL PGFSHF F KENS: KLLSFONKRG- - - - GRI FLODI KKPDRDEW 
Of FerMCH -- - - MESQVRONYHR- - - TS MAF YFSRDDVAL PGFSHF F KENS: KLLSFQNKRG - - - GRI FLODI KKPERDEW 
TbFerMCH - - MSQVRONYHR- - - TS MAF YFSRDDVALPGF AHF F KENSDI LLTFONSRG- - - - GRI FLODI KKPERDEW 
TbFerMCH TS MAF YFSRDDVALPGF AHF F KENSDI LLTFQNSRG- - - - GRI FLODI KKPERDEW 
MusFerLCH LSLGF FFDRDDVALEGVGHFF REL AE] RLLEFQNDRG- - - - GRALFODVOKPS DEW 
DmFerLCH LLLATHFNSYOKNRPGF OK LYQGL SD 1 ALI KOVTRRG- - - - GI VDFNTRHESSGSVS 
HsFerLCH LSLGFYFDRDDVALEGVSHFFRELA ERLLKMONORG- - - - GRALFODI KKPAEDEW 
OcFerLCH -- -- MSQ RONYSP- - - LSL GF YF DRDDVAL EGVSHF F REL AE] RLLKMONORG- - - - GRAL F QPVOKPSODEW 
CpFerLCH -- --M'SQ RONYST- - - LSLGYYF DRDDVAL AGVGHFF REL A RLLKTQNORG- - - - GRALFODVOKPSEDEW 
EcFerLCH -- -- MSQ RONYST- - - LSL GF YF DRDDVAL EGVCHF F RELAE] RLLKMONORG- - - - GRALFODLOKPSODEW 
SsFerLCH MSOQVRQNYST- LSLGFYFNRDDVALEGVSHFFRELAE ERLLKMONQRG - - - GRALFODVOKPS QDEW 
RnFerLCH MSQ RONYST- LSLGF FFDRDDVALEGVGHFFRELA RLLKLONERG- - - - GRALFODVOKPSODEW 
BtFerLCH MSQ RONYST- LSLGF YF DRDDVAL EGVGHF F REL A RLLKLONORG- - - - GRALFLDVOKPSQDEW 
ClFerLCH -- -- MSQ RONYST- - - LSLGF YFDRDDVAL EGVGHF F REL AE] RFLKMONORG- - - - GRALFODVOKPS QDEW 
BmFerdlCH  ------- MRAVFFAVLGL VAALAPATATQCY VSPVTI RDEWLTMEO- - - LAMGAYFSI DTVNRPGFAK LF F DAA (TKLI DYLLMRGKLTGSVTDLITYRAPANTSW 
BmFer2HCH MKVYAL I VACLALG- - VLAEEDSCYONVDOGCRRTLSL PHCSAYYG- - - LLSAS YF NNY QT NREGF AK L F RKLSDI 1 GLI KHVTKRV- - - - GKNDFSSHTTLKGDKG 
BmFer3HCH - MFI NRLTVSNKLKLI KVKF YPOKI I 1 YNYS NVKKHT- - - LSLAVTFLNVKSLYHGAGGF F MIW F| FI KYQLI RG- - - - N PNI CGI EKPNLPDN 
ScFerHCH MKALFLAI VGTLAVSTPAI AI QCHVNPANVS S E WT MHN- LAMGAHFSRDVI NRPGF AK L F F DAAS| LI DYLLMRGELI SDVSDLI TVKNFEPVYF 
AmFer3HCH  - - - - MILVRONF HE- - LS MAYYF DRS DVAL PGL YT YF KKASD) F M YONKRG- - - - GKI TLKPI QEPPRNDW 
MusFerHCH  ESG------ l 
DmFer1HCH 1 KVTKSI RKL 
DmFer3HCH LEVNKHL L DL 1 LADYI SQLEKAQ - - NONGEFLF DKY MGS GMHPAK: - 
HsFerHCH KNVNOSLLEL Al KEL GDHVTNL RKMGAPE- - SGLAEYLFDKHTL GDS DNES. - 
LcFerHCH KSVNQSLLDL SI KELADVWTNLRRMGAPQ - NGNAEYLF DKHTL GKESS- - 
AaFerHCH KNVNOSLLEL KEL GDHVTNL RKIMGAPK- - - - YGMAEYLF DKHTL GDS DRDS: 
RnFerHCH KSVNOSLLEL SI KEL GDHVTNL RKIGAPE- - - - SGMAEYLFDKHTL GHGD- ES: 
BtFer1HCH RSVNOSLLEL Al KEL GDHI TNL RKIGAPG- - - - SGMAEYLFDKHTLGHSES- - 
EcFerHCH KNVNESLLEL Al KEL GDHVTNL RRMGAPE- - - SGMAEYLFDKHTLGECD- ES- - 
ClFerHCH KSVNOSLLEL SI KELGDHVTNL RKMGAPE- - SGNAEYLFDKHTL GNS DNES. - 
TbFerHCH KNVNOSLLDL SI KELGDW/TNL RRLGAPQ- - NGNAEYLF DKHTL GK - 
MaFerMCH KNVNOAL L DL Al KKL GDHI TNLYPIVDAGN- - NRMAEYLF DKHTL Q5 
LcFerMCH KNVNOAL L DL Al KKLGDYI S NLSRMDAQK- - - 
LaFerMCH KNVNQAL L DL Al KKLGDYI TNLTRMDAHT- - 
Of FerMCH KNVNQAL L DL Al KKLGDYI SNLSRMDAHT- - 
TbFerMCH KNVNQAL L DL SI KKLGDFI TNLSRMDAVK- - S 
TbFerMCH KNVNOAL L DL SI KKLGDFI TNLSRMDAVK- - : 
MusFerLCH LI KKIVGNHL TNL RRVAGPOPAQT GAPQGS L GEYL F ERL TL KHD- - 
DmFerLCH SVRKLS GYANDL AKL MKVP- - - - - - - DPSLSVYLF DEYL OKQ - - 
HsFerLCH LI KKMGDHLTNLHRL GGPE- - - - - - - - AGLGEYLFERLTLKHD- - - 
OcFerLCH LLKKMGDHLTNI RRLSGPO- - - - ASLGEYLFERLTLKHD- - - 
CpFerLCH LI KKI GDHL TNLRRLDGPO- - - - AGL GEYLFERLTLKHD- - - 
EcFerLCH LI KKNGDHLTN CRLVGSO- - - - AGLGEYLFERLTLKHD- - - 
SsFerLCH LI KKNGDHLTNLRRLSGPO: - - - AG. GEYLFERLTLKHD- 
RnFerLCH LI KKMGNHL TNL RRVAGPOPAQTGVAQAS L GEYL F ERLTL KHD- 
BtFerLCH LI KKMGDHLTNLRRLAGPO- - - ~ AGLGEYLFERLTLKHD- 
ClFerLCH LI KKMGDHLTNLRRLATPQ - - - AG. GEYLFERLTLKHD- - - 
BmFer4LCH KGORDL AGKASTL KKMVDKH- - - - - - - - AALGEFI FDKKLLGLNV- - 
BmFer2HCH 1 RSLAGHTSDLKRFI TENNGK- - - - DLSLAVYLFDEYL OKVV- - - 
BmFer3HCH OSI NEI NHYI | KLSSFGDDI HAI HNFDTSLI KLFPFSNRLNLYKTKL- 
ScFerHCH RGORDL AGKASTL RKLLALH- - - - - - - - SVLGEFI FDKKLLGNDV- - - 
AmFer3HCH 1 SELAHHVTKLERVG- - --------- DGLGVYI FDOELRE- ----------------------- 
A helix 
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4 意大利 蜜蜂 Fe3HCH 和 其 他 物种 铁 蛋 白 氨基 酸 序列 特征 和 多 序列 比 对 分 析 


Fig. 4 Amino acid sequence characteristics and multiple sequence alignment of Fer3HCH from 


























Apis mellifera ligustica and ferritins of other species 


Fer3HCH 和 蛋白 来 源 及 GenBank 登录 号 Origin species of Fer3HCH proteins and their GenBank accession numbers; MusFerHCH ( P29391. 1) , 


MusFerLCH ( P29391.1) ; 小 家 鼠 Mus musculus; DmFerl HCH ( AAF57034. 1) , DmFer3 HCH ( AAF57038. 1) , DmFerLCH ( NP. 001263106. 1) ; / 








n 
^W 


Ji dg Drosophila melanogaster; HsFerHCH ( NP. 002023. 2), HsFerLCH ( NP. 000137. 2) : 人 Homo sapiens; LcFerHCH (ADU87113. 1) , 
LcFerMCH ( ADUS87112. 1) : 尖 吻 鲈 Lates calcarifer; AaFerHCH ( KQK76548. 1) : 青绿 顶 亚马逊 鹦鹉 Amazona aestiva; RnFerHCH ( NP. 036980. 1) , 
RnFerLCH (NP. 071945.3) ; 42 B, Rattus norvegicus; BtFerl HCH ( AAIS1550. 1) , BtFerLCH ( NP. 777217. 1) : 牛 Bos taurus; EcFerHCH (XP_ 
014691356. 1) , EcFerLCH (NP. 001108012. 1): =Œ Equus caballus; CIFerHCH ( NP. 001003080. 1), CIFerLCH ( NP. 001019807. 1) : 狼 Canis 
lupus; TbFerHCH ( P85838. 1) , TbFerMCH ( P85836. 1, P85839. 1) ; 贝 氏 肩 孔 南极 鱼 Trematomus bernacchii; MaFerMCH ( ALG05438.1) : 
Megalobrama amblycephala; LaFerMCH ( ALP46236. 1) : 3&fifjf& Lutjanus argentiventris; OfFerMCH ( BAM37460. 1) : 条 石 钢 Oplegnathus fasciatus; 





OcFerLCH (NP. 001095158. 1) : Z&ffa Oryctolagus cuniculus; CpFerLCH ( NP. 001166329. 1) ; 4 





Zi 




















Xd 


I-3 Bi, Cavia porcellus; SsFerLCH ( NP. 001231060. 1) : 


野猪 Sus scrofa; BmFer2HCH ( XP. 012546258. 1) , BmFer3HCH ( NP. 001037580. 1), BmFer4LCH ( XP. 004927855. 1) : 家 看 Bombyx mori; 
ScFerHCH (2045712) : RÆ Samia cynthia ricini. 图 5 [i] The same for Fig. 5. 箭头 示 亚 铁 氧 化 酶 活性 中 心 氨 基 酸 残 基 ; 空 心 圆 圈 示 水 合 氧化 
铁 成 核 中 心 的 氨基 酸 残 基 ;实心 圆圈 示 铁 离子 通道 的 氨基 酸 残 基 ;4 个 灰色 框 表示 铁 和 蛋白 家 族 中 的 4 个 保守 螺旋 ;三角 号 示 N 糖 基 化 位 点 。 


The arrow indicates amino acid residues in active center of ferroxidase, the hollow circle indicates ferrihydrite nucleation center, the solid circle indicates 














amino acid residues in iron channel, four gray boxes indicate four conserved helics in ferritin family, and the triangle indicates N-glycosylation site. 
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HIM Megalobrama amblycephala MaFerMCH 
尖 陶 鳃 Lates calcarifer LcFerMCH 
99 L ZAH Oplegnathus fasciatus OfFerMCH 


野猪 Sus scrofa SsFerLCH 
^E Bos taurus BtFerLCH 
J Canis lupus ClFerLCH 
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ýX Canis lupus CIFerHCH 
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83 L XZ Rattus norvegicus RnFerHCH 
AmFer3HCH (GB55416) 
P3 EEFE Anopheles gambiae AgFerHCH 
欧洲 能 蜂 Bombus terrestris BotFerHCH 
64 AUI lf Drosophila melanogaster DmFerl HCH 
n Z f Bombyx mori BmFer3HCH 
Z fitBombyx mori BmFer2HCH 
TRUE RM Drosophila melanogaster DmFer2HCH 
87 ED BEBE Harpegnathos saltator HasFerHCH 
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图 5 邻接 法 构建 的 基于 意大利 蜜蜂 和 其 他 物种 铁 蛋 白 氨基 酸 序列 的 系统 进化 树 
Fig. 5 Phylogenetic tree based on amino acid sequences of ferritins from Apis mellifera ligustica and 
other species constructed using neighbor-joining method 
使 用 MEGA 6.06 对 系统 发 育 树 氨基 酸 全 长 序列 进行 分 析 ,构建 Bootstrap 方法 分 析 ,每 个 分 支 进行 1 000 次 验证 ,标尺 示 遗 传 距离 。MEGA 6.06 


was used to analyze the amino acid sequence of phylogenetic tree. Numbers on each node are bootstrap values of 1 000 replicates, and the scale bar 











indicates the genetic distance. 








系统 进化 上 与 哺乳 动物 的 重 链 型 铁 和 蛋白 遗 传 距离 较 ”的 表达 量 显著 下 调 ( 图 6: A, B) ;与 胸 和 中 肠 中 的 
近 , 这 显示 出 铁 蛋 白 类 型 在 物种 之 间 的 相似 性 。 作 ”相反 ,脂肪 体 中 AmFer3 HCH 的 表达 量 在 40Y 胁迫 
为 昆虫 类 的 代表 家 和 看 Bombyx mori MEERE 下 显著 低 于 正常 对 照 组 ,在 SY 低温 处 理 后 显著 上 
Drosophila melanogaster WEKE E13 2y — xc, H. 5i Bi 调 并 高 于 对 照 组 (图 6: C) 。 

































































乳 类 鱼 类 遗传 距离 较 远 。 意 大 利 蜜蜂 AmFer3HCH 进一步 持续 监测 研究 发 现 ,意大利 蜜蜂 工蜂 成 
与 昆虫 类 重 链 铁 蛋白 遗传 距离 较 近 。 虫 在 40Y 高 温 胁 迫 处 理 (0 -48 h) 过 程 中 铁 蛋 白 基 
2.5 AmFer3HCH 在 不 同 温度 胁迫 下 意大利 密 AmFer3 HCH 在 胸 、 中 肠 和 脂肪 体 中 的 表达 量 均 呈 
工蜂 成 虫 组 织 中 的 表达 特征 FEF, 后 下 降 再 上 升 趋势 (图 7) ;然而 ,在 5% 低 

qPCR 结果 表明 ,与 对 照 组 相 比 40Y 高 温 胁迫 6 温 胁 迫 处 理 (0 -6 h) xt fer AmFer3 HCH 表达 量 在 





h 对 意大利 蜜蜂 工蜂 成 虫 胸 和 中 肠 中 AmFer3HCH Eb 6 h 时 低 于 对 照 组 (图 7: D), 
基因 的 表达 具有 明显 的 诱导 作用 ,而 5C 低 温 胁 迫 6 而 在 中 肠 和 脂肪 体 中 呈 先 上 升 后 下 降 趋 势 ( 图 7: 
h 对 后 意大利 蜜蜂 工蜂 成 虫 胸 和 中 肠 中 AmFer3HCH E, F), 
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图 6 不 同 温度 胁迫 6 hr AmFer3HCH 在 意大利 蜜蜂 工蜂 成 虫 不 同 组 织 中 的 表达 特征 
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Fig. 6 Expression patterns of AmFer3HCH in different tissues of Apis mellifera ligustica worker adults exposed to 


different temperature stresses for 6 h 
A: Jj Thorax; B: 中 肠 Midgut; C: 脂肪 体 Fat body. 图 中 数据 为 平均 值 + 标准 差 , 柱 上 不 同 字母 表示 差异 显著 (P<0.05)( 单 因素 方差 分 析 ); 
图 7 同 。Data in the figure are mean € SD. Different letters above bars indicate significant difference ( P <0.05) (ANOVA). The same for Fig. 7. 





3 讨论 


READ ZIT T rh SL LEBER EC E IURI 
BE ,在 蛋白 结构 、 氨 基 酸 序列 特征 和 系统 进化 上 较为 
保守 (Bai et al., 2015) 。 已 报道 部 分 昆虫 铁 蛋 白 鉴 
定 结果 表明 , 双 码 目 代 表 昆 虫 果 晶 含 有 2 个 重 链 型 
( DmFerl HCH 和 DmFer3HCH ) 和 1 个 轻 链 型 
( DnFer2LCH ) KEA , 鳞 翅 目 昆 虫 代表 家 符 铁 蛋白 
分 别 由 3 个 重 链 型 ( BmFerlHCH，BmFer3HCH 和 
BmFer4HCH) 和 1 个 轻 链 型 (BmFer2LCH) 组 成 ( 游 
小 林 等 , 2017) 。 本 研究 中 多 重 序列 比 对 结果 表明 ， 
意大利 蜜蜂 铁 蛋 白 AmFer3HCH 除了 具有 大 多 数 铁 
蛋白 共有 的 结构 单元 即 水 合 氧化 铁 成 核 中 心 和 铁 离 
子 通道 之 外 ,还 含有 重 链 型 铁 蛋 白 所 特有 的 Fe^* 氧 
化 酶 活性 中 心 , 其 相应 的 7 个 关键 氨基 酸 残 基 
(23E, 30Y, 57E, 58E, 61H, 103E, 137Q) 高 度 保 
守 。 进 一 步 系 统 进 化 分 析 结 果 表 明 ,意大利 蜜蜂 铁 



























































































































































蛋白 AmFer3HCH 与 昆虫 类 代表 黑 腹 果 晶 、 家 看重 
链 型 铁 和 蛋白 同 源 序列 的 亲缘 关系 最 为 接近 并 单独 聚 
为 一 支 ,而 与 哺乳 类 、 鱼 类 遗传 距离 较 远 。 综 上 结果 
说 明 ,意大利 蜜蜂 铁 蛋 白 AmFer3HCH 不 仅 具 有 典 
型 重 链 型 铁 蛋 白 特 有 的 Fe?* 氧化 酶 活性 中 心 ,还 在 
系统 进化 上 聚 类 于 重 链 型 铁 和 蛋白 家 族 , 因此 可 以 将 
其 归 类 为 重 链 型 铁 蛋 白 家 族 成 员 。 

蜜蜂 属于 变温 昆虫 ,外 界 环境 温度 的 改变 将 直 
接 导 致 其 体温 和 新 陈 代谢 速率 的 变化 。 对 蜜蜂 而 
言 , 铁 蛋白 作为 细胞 铁 代谢 的 重要 调节 因子 是 否 在 
蜜蜂 应 对 极端 温度 胁迫 中 也 扮演 着 重要 的 角色 至 今 
还 未 见 任何 研究 报道 。 本 研究 通过 模拟 重庆 地 区 夏 
季 炎 热 高 温和 冬季 低温 条 件 ,采用 实时 定量 PCR 技 
术 分 析 了 高 温 (40Y ) .低温 (5%C ) 短 时 胁迫 处 理 后 ， 
意大利 蜜蜂 铁 蛋 白 基 因 AmFer3 HCH 在 工蜂 成 虫 不 
同 组 织 中 的 表达 情况 。 研 究 发 现 ,高 温 胁 迫 0 -48 h 
过 程 中 意大利 蜜蜂 工蜂 成 虫 胸 .中 肠 和 脂肪 体 组 织 
中 AmFer3 HCH 基因 的 表达 被 显著 诱导 ,表达 量 整体 
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图 7 40 信 高温 (A~C) 和 5 低温 (D ~ 耻 ) 胁 迫 下 AmFer3 HCH 在 意大利 蜜蜂 工蜂 成 虫 不 同 组织 中 的 表达 特征 
Fig. 7 Expression patterns of AmFer3HCH in different tissues of Apis mellifera ligustica worker adults exposed to 
high temperature (40°C) (A — C) and low temperature (5% ) (D —- F) stress 
A, D: Jj Thorax; B, E; 中 肠 Midgut; C, F: 脂肪 体 Fat body. 

















5^5 EJUS PEE .再 上 升 的 趋势 (图 7) ,这 一 结果 
说 明 高 温 胁迫 对 蜜蜂 胸 .中 肠 和 脂肪 体 组 织造 成 了 
影响 ,AmFer3HCH 基因 参与 了 意大利 密 蜂 对 环境 高 
温 胁 迫 的 应 答 。 大 量 研 究 表 明 , 机 体内 铁 过 载 将 产 
生 大 量 的 活性 氧 (ROS) ,造成 细胞 的 氧化 损伤 ,这 对 
机 体 尤 为 不 利 。 为 降低 过 剩 铁 造 成 的 危害 ,机 体 可 
通过 大 量 表 达 铁 蛋白 来 结合 并 储存 这 些 过剩 的 铁 
( Winzerling et al., 1995; Pham et al., 1999; Missirlis 
et al.，2006，2007 )。 本 研究 中 ,高 温 胁 人 迫 初 期 









































(6 h) AmFer3HCH 基因 在 胸 、 中 肠 和 脂肪 体 组 织 

的 表达 量 出 现 急 剧 上 升 ,提示 高 温 胁 迫 可 能 诱发 蜜 
蜂 体 内 铁 离 子 过 剩 (Kim et al., 2004; 8j Be $& 55, 
2008; Hr gru, 2015) ,并 可 能 进一步 导致 机 体 ROS 
变化 。 分 泌 型 铁 蛋 白 与 昆虫 抵抗 氧化 胁迫 有 关 
( Missirlis et al., 2007) 。 为 了 消除 过 剩 铁 的 危害 , 蜜 
蜂 可 能 通过 短 时 间 迅 速 上 调 表达 AmFer3 HCH 基因 
以 消除 细胞 内 的 过 剩 铁 ,这 可 能 是 意大利 蜜蜂 用 来 
应 对 环境 高 温 胁迫 的 一 种 自我 保护 机 制 。 尽 管 如 
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此 ,如 果 铁 蛋白 长 时 间 大 量 结合 储存 铁 离 子 也 很 可 
能 导致 细胞 内 铁 的 缺乏 ,无 法 满足 机 体 代 谢 对 铁 的 
基本 需求 , 这 对 机 体 也 是 不 利 的 (Dunkov et al., 
2002) 。 有 报道 称 基 因 的 适量 表达 可 能 利于 以 最 少 
量 的 能 量 消耗 保护 蛋白 进而 维持 机 体 的 正常 运转 ， 
这 对 生物 体 适应 高 温 胁迫 具有 积极 意义 (Nichol， 
2002). 。 推 测 铁 蛋 白 基 因 的 表达 变化 可 能 与 昆虫 体 
内 ROS 变化 有 关 。 当 昆虫 受到 极端 温度 胁迫 ,会 诱 
导 相 关 和 蛋白 的 过 表达 或 提高 体内 一 些 抗 氧 化 活性 物 
质 的 含量 ,本 研究 中 AmFer3HCH 基因 在 极端 温度 胁 
迫 下 表达 发 生变 化 ,同时 铁 蛋 白 参 与 氧化 应 激 , 也 作 
为 一 种 细胞 毒性 的 保护 剂 。 因 此 ,本 研究 中 随 着 高 
温 处 理 的 持续 进行 (6 -12 h), 胸 和 中 肠 中 
AmFer3HCH 基因 从 高 量 表达 急剧 下 降 其 至 低 于 正 
常 水 平 ,这 很 可 能 与 铁 蛋 白 基 因 长 时 间 大 量 表达 对 
蜜蜂 不 利 有 关 , 所 以 在 蜜蜂 短暂 的 热 适 应 后 
AmFer3 HCH 表达 迅速 下 调 了 。 而 后 , 随 着 高 温 处 理 
时 间 的 延长 (12 -48 h) ,为 了 继续 抵御 高 温 胁迫 导 
致 的 氧化 损伤 ,蜜蜂 仍 需 一 定量 储 铁 蛋白 的 参与 ,这 
可 能 也 是 本 研究 中 胸 和 中 肠 中 AmFer3 HCH 表达 量 
在 12 -48 h 过 程 中 重新 呈 上 升 趋势 的 原因 。 

除了 高 温 胁迫 ,严寒 也 是 蜜蜂 每 年 越冬 必然 面 
临 的 挑战 ,成 功 抵 抗 低温 胁迫 对 蜜蜂 来 说 也 非常 重 
要 。 本 人 研究 中 ,低温 处 理 意大利 蜜蜂 0 -6 h 致死 过 
程 中 , 铁 蛋 白 基 因 AmFer3 HCH 表达 量 在 中 肠 和 脂肪 
体 中 较 对 照 组 呈 先 上 升 后 下 降 的 趋势 ,说 明 低 温 胁 
迫 诱导 AmFer3 HCH 基因 的 上 调 表 达 , AmFer3HCH 
可 能 参与 了 蜜蜂 对 低温 胁迫 的 应 激 反 应 。 然 而 ,在 
整个 低温 处 理 过 程 中 AmFer3 HCH 基因 的 上 调 表 达 
并 未 能 一 直 持 续 , 很 快 便 下 降 甚 至 低 于 正常 基础 水 
平 ,此 现象 与 高 温 胁 迫 处 理 的 结果 相似 。 其 原因 ,一 
方面 可 能 是 由 于 铁 蛋 白 作 为 储 铁 功 能 蛋白 ,长 时 间 
高 量 表 达 导 致 机 体 代谢 对 游离 铁 离 子 的 基本 需求 不 
足 , 因 此 需要 通过 下 调 铁 蛋白 的 表达 来 释放 出 更 多 
的 亚 铁 离 子 , 以 维持 机 体 铁 代 谢 的 平衡 ; 另 一 方面 的 
原因 则 可 能 是 由 于 极端 低温 处 理 已 导致 蜜蜂 基础 代 
谢 水 平 大 幅 下 降 甚 至 不 可 逆转 ,以 致 铁 代谢 水 平 也 
随 之 下 降 。 

值得 一 提 的 是 ,本 研究 中 与 胸 和 中 肠 组 织 相 比 ， 
脂肪 体 中 Am Fer3 HCH 对 高 温和 低温 胁迫 的 应 答 整 
体 上 均 表 现 出 时 间 滞 后 (图 7)。 脂 肪 体 是 昆虫 生 
长 发育 .变态 和 生殖 等 代谢 活动 的 中 心 组 织 ,为 昆 
虫 生命 活动 提供 各 种 生物 合成 的 代谢 产物 ,被 称 为 
ERHI“ HFE” (Wu, 1981; Yang et al., 2014), 脂 

























































































肪 体 作 为 昆虫 代谢 的 中 心 组 织 , 为 何 铁 蛋 白 
AmFer3 HCH 在 脂肪 体 抵 抗 高 温和 低温 胁迫 中 的 应 
答 却 变 得 相对 缓慢 ,还 有 待 于 进一步 的 研究 。 
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